Chromatographically pure, vitamin B12-free 60CoC12 as well as 60Co-vitamin B12 (60Co-cyanocobalamin and 60Co-aquocobalamin) and 60Co-vitamin B12-coenzyme (®°Co-5.6-dimethylbenzimidazol-C5'-deoxyadenosyl-cobamid) were given orally and by injection in smallest amounts (10 -lOOpMol = 0.59 -5.9 ng Co2®, lOOpMol = 136 ng vitamin B12 and lOOpMol = 158 ng vitamin B12-coenzyme) to female Sprague-Dawley rats.
Stoffwechselverhalten des anorganischen Kobalts und des in der Vitamin B12-bzw. Vitamin IW Coenzym-Struktur organisch gebundenen Kobalts im Säugetier-Organismus * Von H . C. H e i n r i c h und E. E. G a b b e
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universität Hamburg (Z. Naturforschg. 19 b. 1032 (Z. Naturforschg. 19 b. -1042 (Z. Naturforschg. 19 b. [1964 ; eingegangen am 10. August 1964) Chromatographically pure, vitamin B12-free 60CoC12 as well as 60Co-vitamin B12 (60Co-cyanocobalamin and 60Co-aquocobalamin) and 60Co-vitamin B12-coenzyme (®°Co-5.6-dimethylbenzimidazol-C5'-deoxyadenosyl-cobamid) were given orally and by injection in smallest amounts (10 -lOOpMol = 0.59 -5.9 ng Co2®, lOOpMol = 136 ng vitamin B12 and lOOpMol = 158 ng vitamin B12-coenzyme) to female Sprague-Dawley rats.
The whole body retention and excretion of the 60Co label was measured in a large volume radio activity detector with liquid organic scintillators and 4 ^-geometry. The biological half life and whole body metabolic turnover rate were calculated for the inorganic and organic cobalt from the kinetics of the 60Co whole body retention.
After oral application of 100 pMol 60Co2® nearly all the 60Co is excreted already after 2 days within the faeces (90%), and the urine (15%). Only about 0.9% of the 60Co2® leaves the rats with a biological half life of 18 days. After intramuscular injection of 100 pMol 60Co2® about 91% of the 60Co are excreted in the urine and 10% in the faeces within four weeks. Only 4.6% of the 6°Co2® were eliminated w rith a biological half life of 28 days. The intramuscular injection of only 10 pMol 80Co2® resulted in a faecal excretion of 82%, and an urinary excretion of 21% of the 60Co. A biological half life of 23 days was calculated for 8.6% of the 60Co2®. Inorganic cobalt is therefore practically not retained in the body and rapidly excreted mainly with the urine after injection and mainly within the faeces after oral uptake.
In contrast to the inorganic cobalt a completely different metabolic behaviour is typical for the cobalt, which is incorporated in the organic structure of the vitamin B12-and vitamin B12-coenzyme molecules. This organic cobalt accumulates in the storage organs and tissues (kidney, liver etc.) after absorption as well as after injection of 100 pMol 60Co-vitamin B12 and 60Co-vitamin B12-coenzyme. Only 15% of the 60Co-cyanocobalamin and 9-10% of the 60Co-aquocobalamin and ^Co-vitamin B,2-coenzyme are excreted within 48 hours after injection. The organ and tissue incor porated 60Co-vitamin B12 and 60Co-vitamin B12-coenzyme is metabolized with a biological half life of about 52 days. From the whole body pool size of 20 ug vitamin B12 and the biological half life a metabolic turnover rate of 0.27 /xg vitamin B12/day or 1.34% of the vitamin-B12-pool per days was calculated for the whole body of the rat.
The lacking organ and tissue retention of absorbed and injected 60Co2® and its short biological half life in rats (if compared with the organic cobalt in the vitamin B12-structure) as well as the comparison of the total cobalt content of human liver (measured by physical techniques) with the cobalt content calculated from the vitamin B12-content of human liver (measured by microbiologi cal assay) do not support a biological significance and function of inorganic cobalt in mammals. There is no evidence at the moment that any cobalt besides the cobalt in the vitamin B12 and vit amin B12-coenzymes is existing and biochemically active in humans or animals. Die auf die beschriebene Weise gereinigte und ge testete 60CoCl2-Lösung enthielt somit mehr als 99,99% des 60Co als Co2® und weniger als 0,0002% als 60Co-Vitamin B 12 und wurde als chromatographisch und mikrobiologisch reines 60CoC12 für die Stoffwechselver suche an Ratten eingesetzt.
Nach der Erforschung des
Das durch mikrobielle Fermentation gewonnene 60Co-markierte Vitamin B i2 ( = 60Co-Cyanocobalamin, 60Co-5.6-Dimethylbenzimidazol-cyanocobamid oder 60Co-CN- DMBC bzw. 60Co-Aquocobalamin, 60Co-5.6-Dimethylbenzimidazol-aquo-cobamid oder 60Co-H2O-DMBC) und 60Co-markierte Vitamin Bt2-Coenzym ( = 60Co-5.6-Dimethylbenzimidazol --deoxyadenosyl -cobamid oder 60Co-DMBC-Coenzyme) wurden durch präparative Chro matographie an Carboxymethyl-und Diäthylaminoäthyl-Cellulose bzw. Carboxymethyl-und Diäthylaminoäthyl-Dextrangel-(CM-bzw. DEAE-Sephadex 25) so weit ge reinigt, daß bei analytischer Rechromatographie an den genannten Cellulose-bzw. Dextrangel-Ionenaustauschern und papierelektrophoretischer Auftrennung bei p\ i 2,7 (in 0,5-rc. CH3COOH auf hochacetyliertem Papier und Carboxyl-Papier) und pH 8,9 (in Tris-Puffer auf hoch acetyliertem Papier) einheitliche Fraktionen der drei Vitamin B12-Analoga, die mehr als 99% der eingesetzten 60Co-Radioaktivitäten enthielten, gewonnen wurden. Me thodische Einzelheiten zur mikropräparativen Darstel lung und Reinigung des 60Co-CN-DMBC, 60Co-H2O-DMBC und 60Co-DMBC-Coenzyms wurden an anderer Stelle ausführlich mitgeteilt ( G a b b e und H e i n r i c h 1 ; H e in r ic h und G a b b e 2). Nur auf die beschriebene Weise chromatographisch rein dargestellte 60Co-Vitamin B12-Analoga wurden für die Untersuchungen an der Ratte verwendet.
Die Untersuchungen zum Stoffwechselverhalten von chromatographisch reinem 60CoC12 , 60Co-Cyanocobalamin und 60Co-Vitamin B 12-Coenzym wurden an 3 bzw. 6 Monate alten (Vitamin B12 und Vitamin B 12-Coenzym) und 8 bzw. 13 Monate alten (anorganisches Kobalt) weiblichen Sprague-Dawley-Ratten aus eigener Zucht durchgeführt.
Zur Applikation des anorganischen 60Co wurden jeder Versuchsgruppe von jeweils 10 Tieren 100 pMol ( = 5,9 ng) Co2<? als chromatographisch reines 60CoCl2 ( = 13,0 ng) mit einer Radioaktivität von 38,5 nC 60Co quantitativ intramuskulär injiziert bzw. bei oraler Ver abfolgung mit einer Sonde in den Oesophagus appliziert. Chromatographisch einheitliches 60Co-CN-DMBC und 60Co-DMBC-Coenzym wurde ebenfalls in Mengen von lOOpMol ( = 136 bzw. 158 ng) mit ca. 40 nC 60Co intraperitoneal injiziert. Um eine höhere Resorptions rate zu erhalten, wurden die 100 pMol-Vitamin B 12-bzw. Vitamin B12-Coenzym-Gesamtmengen bei oraler (Sonden-) Verabfolgung in zwei 50 pMol-Fraktionen mit 8-stdg. Abstand appliziert.
Anschließend wurden die Ratten über 10 Tage in speziellen Stoffwechsel-Einzelkäfigen gehalten und bei völliger Vermeidung einer Koprophagie die Exkremente sauber getrennt nach Faeces und Urin exakt quantitativ gesammelt. Vom 10.-45. Tag wurden die Gruppen von jeweils 10 Tieren gemeinsam in einem Stoffwechsel Sammelkäfig auf einem Drahtmaschennetz gehalten, so daß bei reduzierter Koprophagie-Möglichkeit eine ge trennte Sammlung von Urin und Faeces fortgesetzt wer den konnte.
Die Messung der 60Co-Gesamtkörper-Retention und der 60Co-Faeces-und Urinexkretion erfolgte im erweiter ten 60Co-Energiekanal (0,53 -2,85 MeV Doppel-Compton) des Hamburger 4 Ti-Großraum-Radioaktivitäts-Detektors mit flüssigen organischen Szintillatoren ( H e in r i c h 4 ; H e i n r i c h , G a b b e und W h a n g 5) . Zwecks Erzie lung einer möglichst hohen Güte-Kenngröße E'2/R n für das gegebene Meßprobenvolumen (1 -3/ für Einzel ratten, Gruppen von 10 Ratten sowie gesammelte Exkre mente) wurde die 4 ^-Meßgeometrie des Detektors von 200 cm Länge auf 100 cm durch Abschalten der von den insgesamt acht Sekundärelektronen-Vervielfachern des C-und D-Ringes kommenden Impulse reduziert. Mit der verbleibenden 100 cm langen 4 ^-Meßgeometrie (A + BRing) wurde für einen im Zentrum des A -B-Ringes befindlichen Strahler (punktförmig bis zu 3 /) eine Empfindlichkeit von 46% erreicht, so daß bei einem Nulleffekt von 262 IpS eine Güte-Kenngröße von 8,1 er reicht werden konnte.
Ergebnisse und Diskussion

Stoffwechselverhalten des anorganischen Kobalts
Nach intramuskulärer Injektion von 100 pMol (^ 0,0059 //g) Co2® mit einer Radioaktivitäts-Menge von 0,0385 /<C 60Co sind innerhalb von 24 Stdn. 77% und nach 10 Tagen 90% der 60Co-Menge mit dem Harn aus dem Organismus der Ratte eliminiert worden. M it den Faeces wurden während dieser Zeiträume 3,7% bzw. 8.3% der in ji zierten 60Co-Menge ausgeschieden. Etwa vier W o chen nach der Injektion von lO OpM ol eoCoCl2 sind 91% mit dem Harn und 9.8% mit den Faeces ausge schieden worden, während nur noch etwa 2% der Testmenge vom Gesamtkörper retiniert werden (Abb. 1 und Tab. 1). Aus den Gesamtkörperreten-tions-Messungen ließ sich ermitteln, daß etwa 52% des injizierten anorganischen 60Co mit einer bio logischen Halbwertszeit von 1,7 Stdn. sehr rasch via Harnexkretion eliminiert werden. Nach etwa 20 Tagen werden nur noch 3% des intramuskulär injizierten anorganischen 60Co von der Ratte retiniert und mit einer konstant bleibenden biologischen Halbwertszeit von etwa 28 Tagen umgesetzt (vgl. Abb. 1).
Nach intramuskulärer Injektion der extrem klei nen Menge von 10 pM ol (^ 0,00059 jug) Co2i Es ist fraglich, ob das Kobalt im Säugetierorga nismus in einer anderen chemischen Form als dem Vitam in B 12 überhaupt vorkommt. Die gemachten Angaben über den Kobaltgehalt der menschlichen Leber variieren zwischen 0,03 und 0 ,3 /ig/g Frisch gewicht (vgl. Tab. 2). Auch der Gesamtkörpergehalt des Menschen an Kobalt konnte bisher nicht ausrei chend genau ermittelt werden. Er liegt möglicher weise bei etwa 1 m g (0,2 -2 m g). Legt man den mittels Neutronen-Aktivierungs-Analyse in der menschlichen Leber ermittelten Kobaltgehalt zu grunde (vgl. Tab. 2), so würden noch etwa 85% des Kobalts in der Leber in einer nicht mit dem Vitamin B 12 identischen Struktur Vorkommen. Berücksichtigt man dagegen die neuesten Untersuchungen über den Kobaltgehalt der menschlichen Leber, die im Oak Ridge National Laboratory mit Hilfe der EmissionsSpektroskopie durchgeführt wurden ( T ip t o n und C o o k 11), so liegt der aus dem mikrobiologisch be stimmten Vitam in B12-Gehalt der menschlichen Le ber errechnete Kobaltgehalt um etwa 47% über dem spektroskopisch ermittelten Kobaltgehalt (vgl. Tab. 2 ). Daraus resultiert aber, daß in der Leber des Menschen Kobalt nur in der Vitam in B 12-Struktur gebunden vorkommt.
Da jedoch die benutzten analytischen Methoden (Funken-und Bogenspektrographie sowie Neutro nenaktivierung) für die exakte Bestimmung der ge ringen Kobaltmengen in den Organen und Geweben der Säugetiere und des Menschen noch zu unemp- Z b i n d e n , 1930
Errechnet aus dem mikrobiologisch bestimmten Vitamin B i2-Gehalt (1 jjtg/g) u. ( G a b b e und H e i n r i c h 1 ; H e i n r i c h und G a b b e 2 60Co-CN-DMBC liegt vom 5. bis 60. Tage dann um 5 -12% über der nach Injektion des 60Co-DMBCCoenzyms gemessenen 60Co-Exkretion (Abb. 4 ). Nach dem 60. Tage werden dann etwa identische 60Co-Mengen pro Tag ausgeschieden, so daß auch die kumulativen Exkretions-Kurven sich einander nähern und schließlich miteinander übereinstimmen (Abb. 4).
Die aus der semilogarithmischen Darstellung der Gesamtkörper-Retentions-Kinetik des 60Co ermittel ten Exponentialfunktionen zeigen, daß fast dreimal mehr 60Co-CN-DMBC als 60Co-DMBC-Coenzym (19 statt 6,5% der 100 pMol-Testdosis) mit einer bio logischen Halbwertszeit von 1,5 -2 Tagen Nach oraler (Sonden-) Verabfolgung von 2-50 = 100 pMol 60Co-CN-DMBC und 60Co-DMBC-Coenzym wurde zunächst gewartet, bis der nicht-resorbierte Anteil aus den in Abständen von acht Stdn. appli zierten beiden 50-pMol-Testmengen (insgesamt 100 pMol) mit den Faeces nach 2 -4 Tagen vollständig ausgeschieden war. Vom 60Co-CN-DMBC waren dann 25 -26% und vom 60Co-DMBC-Coenzym 56 bis 64% der Testdosis resorbiert worden (vgl. Tab. 4). Die Gesamtkörper-60Co-Retention am 7.Tage nach der oralen Verabfolgung wurde als 100% Re ferenzpunkt für die Kinetik der Gesamtkörper-Retention benutzt (vgl. Abb. 6 ). Die kumulative 60Co-Exkretion liegt vom 5. bis 60. Tage nach oraler Verabfolgung des 60Co-CN-DMBC nur um maximal 5% über der nach oraler 60Co-DMBC-Coenzym-Applikation gemessenen kumulativen 60Co-Exkretion (Abb. 6 ). Dann nähern sich die Exkretionskurven einander und stimmen dann, wie nach i.p. Injektion (vgl. Abb. 4 ), miteinander überein (vgl. Abb. 6 ).
Auch nach oraler Verabfolgung wird mehr 60Co-CN-DMBC als 60Co-DMBC-Coenzym (21 statt 13% der resorbierten Menge, vgl. Abb. 6) mit der bio logischen Halbwertszeit von 8,5 Tagen ausgeschie den. Nach etwa 50 -60 Tagen verlaufen wiederum beide 60Co-Retentionskurven parallel (Abb. 6 ). Die daraus errechnete biologische Halbwertszeit hat dann nach intestinaler Resorption sowohl des 60Co-CN-DMBC als auch des 60Co-DMBC-Coenzyms den dann konstant bleibenden Wert von 49 Tagen er reicht (Abbn. 6 und 7 sowie Tab. 5 ). Mit dieser BH Z von 49 Tagen werden 87% des intestinal re sorbierten 60Co-DMBC-Coenzyms und 79% des re sorbierten 60Co-CN-DMBC im Gesamtkörper der Ratte metabolisiert (Abb. 6). 
